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cyclen  サイクレン〔1,4,7,10-tetraazacyclododecane〕 
L  リガンド，Ligand 
ZnL  Zinc-binding cyclen Ligand 
TAMRA  テトラメチルローダミン，Tetramethylrhodamine 
NHS  N-ヒドロキシスクシンイミド，N-Hydroxysuccinimide 
Cys  システイン，Cysteine 
ACE  アンジオテンシン変換酵素，Angiotensin-Converting Enzyme 
K  錯生成定数，Complex formation constant 
pKa  酸解離定数，Acid dissociation constant 
λmax  吸収極大波長，Absorption maximum 
λem  蛍光波長，Fluorescence spectrum 
λex  励起波長，Emission spectrum 
TCEP  Tris(2-CarboxyEthyl)Phosphine 
MF  モル分率，Mole Fraction 
EDTA  エチレンジアミン四酢酸，EthyleneDiamineTetraAcetic acid 
ECP  エノラーゼシステインペプチド，Enolase Cysteine Peptide 
HPLC  高速液体クロマトグラフィー， 
  High Performance Liquid Chromatography 
TLC  薄層クロマトグラフィー，Thin-Layer Chromatography 
Rf  移動比，移動率，Flow Rate 
NMR  核磁気共鳴，Nuclear Magnetic Resonance 
IR  赤外分光分析，Infrared Spectroscopy 
MS  質量分析，Mass Spectrometry 
SOD  スーパーオキシドジスムターゼ，超酸化物不均化酵素， 
  SuperOxide Dismutase 
DNA  デオキシリボ核酸，DeoxyriboNucleic Acid 
RNA  リボ核酸，RiboNucleic Acid 
CA  炭酸脱水酵素，Carbonic Anhydrase 
ADH  アルコールデヒドロゲナーゼ，アルコール脱水素酵素， 
  Alcohol DeHydrogenase  
 
NAD+/NADH ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド， 
  Nicotinamide Adenine Dinucleotide 
NADP+/NADPH ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸， 
  Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate 
ALDH  アルデヒドデヒドロゲナーゼ，アルデヒド脱水素酵素， 
  ALdehyde DeHydrogenase 
HIV  ヒト免疫不全ウイルス，Human Immunodeficiency Virus 
mRNA  メッセンジャーRNA，伝令 RNA，messenger RNA 
FRET  蛍光共鳴エネルギー移動，Fluorescence Resonance Energy Transfer 
DTT  ジチオスレイトール，DiThioThreitol 





























（TAMRA‒Cys）と TAMRA‒cyclen を用いて，モル分率に依存した吸光度変化を pH 












吸収極大波長が 552 nmから 521 nm（暗
紫色）に大きく移動した（前頁図）。TAMRA‒
ZnLとTAMRA‒Cysの吸収極大波長のモル
吸光係数は，等しく 94,000 M‒1·cm‒1（pH 





た 552 nm の吸光度の Job’s plot を上図に示す。吸光度が最も小さいとき，すなわち
TAMRA/TAMRA 複合体の割合が最も大きいときのモル分率は 0.5 であった。この事
実は，TAMRA‒ZnL と TAMRA‒Cys が 1:1 錯体を形成することを示している。また，
その錯体の安定度定数 K（= [(TAMRA‒ZnL)‒(TAMRA‒Cys)]/[TAMRA‒ZnL][free 











は，チオール化合物に比べ顕著に低い 1/10～1/100 の親和性を示した。 
 亜鉛に配位しないフリーのチオール化合物は，生理 pHの水溶液中で一部が酸解離型
のチオレートになり，溶存酸素によりジスルフィドやスルフィン酸に酸化されることが











Cys の 1:1 複合体の形成反応を利用して，配位性官能基の亜鉛酵素親和性を推定するこ
とができる。アニオン性官能基の中では，カルボン酸イオン ＜ スルホンアミドイオン 
＜ チオレートイオンの順に亜鉛に対する親和性が高いことが明らかとなった。一般的
に，酵素阻害剤には 106 M‒1より強い酵素親和性（解離定数Kd < １ µM）が必要であ
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【原著論文】 Hiroshi Kusamoto, A. Shiba, M. Tsunehiro, H. Fujioka, E. Kinoshita-Kikuta, 
E. Kinoshita and T. Koike, "A simple method for determining the ligand affinity toward a 



































































カプトプリル（R-SH）と ZnLの 1：1錯体の錯生成定数 
（K = [R-S––ZnL]
































３．試 薬・機 器 
 
３.１. 試 薬 
N-Acetyl-L-cysteine, N-acetyl-L-cysteinamide, N-(3′,6′-bis(di-methylamino)-3-oxo-3H-
spiro[isobenzofuran-1,9′-xanthene]-5- carbonyl)-L-cysteine (TAMRA–Cys) 
trifluoroacetic acid salt ： 渡辺化学工業株式会社（広島） 
Rhodamine B {[9-(2-carboxyphenyl)-6-diethylamino-3-xanthenylidene]-
diethylammonium chloride}, captopril ： 東京化成工業株式会社（東京） 
Acetazolamide {N-[5-(aminosulfonyl )-1,3,4-thiadiazol-2-yl]acetamide}, L-glutathione 
(reduced form), L-glutathione (oxidized form), TCEP hydrochloride solution ： 
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) 
Enalaprilat {(1S)-1-[N-(1-carboxy-3-phenylpropyl)-L-alanyl]-L-proline dihydrate}, L-
cysteine ： 富士フイルム和光純薬株式会社（大阪） 
5-Carboxytetramethylrhodamine succinimidyl ester (TAMRA-NHS)  ： ChemPep 
Inc. (Wellington, FL, USA) 
Zinc(II) chloride (99.999%) ： Alfa Aesar (Heysham, Lancashire, UK) 
Trifluoroacetic acid (TFA), 2,2′-{ethane-1,2-
diylbis[(carboxymethyl)azanediyl]}diacetate disodium salt (EDTA), sodium perchlorate 
(NaClO4), 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethane-1-sulfonic acid (HEPES)  ： 
ナカライテスク株式会社（京都） 
An enolase cysteine peptide (Ile-Gly-Leu-Asp-Cys-Ala-Ser-Ser-Glu- Phe-Phe-
Lys)  ： AnaSpec, Inc. (San Jose, CA, USA) 
The dichloride salt of nonlabeled zinc(II)–cyclen (ZnL; 1,4,7,10-tetraazacyclododecane 
zinc(II) complex; Thio-tagTM chloride)  ： 株式会社ナード研究所（尼崎） 
 
薄層クロマトグラフィーにはシリカゲルプレート 60 NH2 F254s (no. 5533; Merck, 
Darmstadt, Germany)を使用した。カラムクロマトグラフィーにはアミノシリカ 
NH-DM 1020（富士シリシア化学株式会社；春日井）を使用した。  
 10 
３.２. 装 置 








質量分析 (positive mode)： 
UPLC mass spectrometer, ACQUITY UPLC H-Class system SQD2 （日本ウォータ
ーズ株式会社；東京）を用いた。m/z scan rangeは 50–1000に設定した。 
 
pH測定： 





V-750 spectrophotometer（日本分光株式会社；東京）を用いた。使い捨て 1 cm












で構成される。カラムは逆相型カラム（CAPCELL PAK C18 ACR，内径 4.6 mm 










μM HEPES–NaOH，0.10 M NaCl（pH 7.4）を含むバッファー溶液中，等モル量









うことができる。20 mM HEPES-NaOH，0.10 M NaCl（pH 7.4）バッファー中の
5.0 μM TAMRA–ZnLの可視吸収スペクトルを図６に示す（実線 a）。吸収極大
図５．（左）TAMRA‒ZnL，TAMRA‒Cys 単体の構造。（中央）TAMRA–
ZnL と TAMRACys は TAMRA / TAMRA 基底状態複合体を形成する。（右）
リガンド HL は TAMRA–Cys と競合し，亜鉛サイクレンの第五座配位⼦の交
換反応が起こる。 
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波長（λmax）は 552 nmに観察され，520 nm付近に吸収の肩を示した。[ε = (9.4 
± 0.1) × 104 M−1 cm−1]。0~5.0 μMの濃度範囲において，TAMRA–ZnLの吸光度
は濃度に比例した。同じバッファー溶液中の 5.0 µM TAMRA‒ZnLの蛍光スペ
クトル（λem = 578 nm, λex = 521 nm）は，一般的なアミン結合 5-TAMRA誘導体
の蛍光スペクトルと似ており，580 nm付近に蛍光のピークを示した（図７，実
線 a）[17]。TAMRA–ZnLの蛍光強度も，0~5.0 μMの範囲において，濃度に比
例した。同じバッファー溶液（pH 7.4）中，25℃，励起波長 542 nmでの
















図６．pH 7.4（20 mM HEPES‒NaOH，0.10 M NaCl），25℃での可視吸収スペ
クトル。（a）5.0 µM TAMRA‒ZnL（実線），lmax = 552 nm (ε = 9.4 × 104 M−1 
cm−1)。（b）3.5 µM TAMRA‒ZnL と 1.5 µM TAMRA‒Cys の７：３混合物
（破線）。（c）2.5 µM TAMRA‒ZnL と 2.5 µM TAMRA‒Cys の１：１混合物












 市販の TAMRA標識 L-システイン（TAMRA–Cys，図５参照）の光学的特性





収極大（λmax）は 552 nmに観察された。モル吸光係数 ε = (9.4 ± 0.1) × 104 M−1 
cm−1であった。521 nmで励起した際の最大蛍光波長は 578 nmのままであっ





図７．pH 7.4（20 mM HEPES‒NaOH，0.10 M NaCl），25℃での蛍光スペク
トル (λex = 521 nm)。（a）5.0 µM TAMRA‒ZnL（実線），λem = 578 nm。
（b）3.5 µM TAMRA‒ZnL と 1.5 µM TAMRA‒Cys の７：３混合物（破線）。
（c）2.5 µM TAMRA‒ZnL と 2.5 µM TAMRA‒Cys の１：１混合物（点線），
λem = 578 nm。 
（a）のピーク強度は 100％に設定されています。 
（b）と（c）の相対ピーク強度は、それぞれ 40％と 18％です。 
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４.２. TAMRA–ZnLと TAMRA–Cysの複合体の特性 
 TAMRA–ZnLと TAMRA–Cysの混合サンプルの分光光度分析を，pH 7.4のバ
ッファー溶液を使用し，25℃で行った。20 mM HEPES-NaOH，0.10 M NaCl
（pH 7.4）のバッファーを使用し，50 μM TAMRA–ZnLと 50 µM TAMRA–Cys
のストック溶液をそれぞれ調製した。TAMRA–Cys溶液には 0.50 mM TCEPも
添加した。それらストック溶液は４℃で保存した。分析用の各濃度溶液は，ス






総濃度が 5.0 μMとなるように TAMRA–ZnLと TAMRA–Cysを混合した。 
 TAMRA–ZnLのモル分率（MF = [TAMRA–ZnL]
 [TAMRA–ZnL]+ [TAMRA–Cys]  ）が 0また
は 1.0から 0.50に近づくと，TAMRA–ZnLの 552 nmの吸光度は減少し，520 
nm付近の吸収の肩部分の吸光度が増加した（図６参照）。MF = 0.50のとき












 さらに，TAMRA–ZnLと TAMRA–Cysが複合体を形成した際の TAMRA/ 
TAMRA蛍光クエンチングの効率を調べた。吸収スペクトルの場合と同様に，
521 nmで励起した際，578 nmにおける蛍光スペクトルの変化が最も大きくな
ったのはMF = 0.50のときであった。TAMRA–ZnLと TAMRA–Cysの１：１混
合物の蛍光強度（図７，点線 c，各 2.5 μM）は，5.0 μM TAMRA–ZnL（図７，















ペクトルは 5.0 μM TAMRA–ZnL単独のスペクトル（図６，実線 a）とほぼ一致








４.３. Job’s plot法による錯生成定数の決定 
 TAMRA–ZnL / TAMRA–Cysの錯生成平衡を解析するために，総 TAMRA濃
度（= [TAMRA–ZnL] + [TAMRA–Cys]）を 5.0 μMとして，Job’s plot法として知
られるドットプロットを作成した[20]。実験は分光分析と同じ条件とし，３回
繰り返した。図８に 552 nmでの吸光度のプロットを示す（黒丸）。TAMRA–
ZnLのモル分率を 0から 1.0まで 0.1ずつ変えて，計 11点の吸光度を測定し
た。MF = 0およびMF = 1.0での吸光度は 0.47となった。この結果は，
TAMRA– ZnLと TAMRA– Cysは複合体を形成していないことを表している。









 K = 




















  図８．（⿊丸）TAMRA‒ZnL のモル分率（MF）と 552 nm における吸光度の
Job’s plot。溶液：20 mM HEPES–NaOH，0.10 M NaCl（pH7.4），25℃。MF = 
[TAMRA‒ZnL] / ([TAMRA‒ZnL] + [TAMRA‒Cys])，TAMRA の総濃度 5.0 
µM。 











測定溶液は以下の組成とした。2.5 μM TAMRA–ZnL，2.5 μM TAMRA–Cys，20 
mM HEPES–NaOH，0.10 M NaCl，25 μM TCEP，HL（HL濃度は，L-システイ
ン，N-アセチル-L-システイン，N-アセチル-L-システインアミド，L-グルタチオ
ン，カプトプリルは 0.20，0.50，1.0 mMの３種類，アセタゾラミドは 1.0，
2.0，3.0 mMの３種類，エナラプリラトは 3.0，5.0 mMの２種類とした）。全







フリーの TAMRA–Cys，フリーの TAMRA–ZnL，リガンドが結合した TAMRA–
ZnLの濃度をそれぞれ CTS，CTZ，CLZと表すと，次式 
 



































a 錯生成定数 K = [L−–TAMRA–ZnL]/[uncomplexed TAMRA–ZnL][uncomplexed 
ligand] M−1。20 mM HEPES–NaOH，0.10 M NaClバッファー（pH 7.4），
TAMRA‒ZnL / TAMRA‒Cysそれぞれ 2.5 µM，25℃で測定した。 
b チオール含有リガンドの濃度はそれぞれ 0.20，0.50，1.0 mMとした。 
c アセタゾラミドの濃度は 1.0，2.0，3.0 mMとした。 













20mM HEPES–NaOH，0.10 M NaCl（pH 7.4）のバッファー溶液中，25℃，大気
雰囲気下での可視吸収スペクトルの時間依存性変化から読み取れるように，
TAMRA–Cys（4.7 µM）は TCEP非存在下では不安定で，速やかに酸化体へと
変化した。4.7 μM TAMRA–Cysの時間依存的なスペクトルの変化を図 11Aに示
す。インキュベーション時間は０時間（実線 a），６時間（破線 b），24時間










mM）存在下での０時間（実線 a），６時間（破線 b），24時間（点線 c）の各
インキュベーション時間における可視吸収スペクトルを示している。亜鉛サイ
クレン非存在時（図 11A）に比べ，可視吸収スペクトルの変化は明らかに小さ








図 11．20 mM HEPES–NaOH，0.10 M NaCl（pH 7.4）バッファー中，25℃で





（pH 7.4）には 20 mM HEPES–NaOH，0.10 M NaClバッファーを用い，10倍量







































 チオレート・S− と亜鉛サイクレン間の配位結合は pH 3程度の酸性条件にす





















赤紫色の粉体として得た（80 mg，0.12 mmol，収率 66％）。クロマト担体には
アミノシリカゲル（NH-DM 1020）を使用し，展開溶媒には１％～５％ 
MeOH/CHCl3を用いた。TLCはMerck 105533（アミノシリカ）を使用し，展開





 1H NMR，13C NMR，IR，MSの解析結果は以下の通りである。図 13，14，15
にそれぞれ 1H NMR，13C NMR，IRの結果を示す。 
 
1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 1.80 (2 H, quint, J = 6.6 Hz, CCH2C), 2.44–2.73 (21 
H, m, NCH2 and NH), 2.91 (12 H, s, CH3), 3.49 (2 H, dt, J = 6.2 and 6.6 Hz, CH2NCO), 
6.31 (2 H, dd, J = 2.5 and 8.9 Hz, ArH), 6.41 (2 H, d, J = 2.5 Hz, ArH), 6.51 (2 H, d, J 
= 8.9 Hz, ArH), 7.15 (1 H, d, J = 8.0 Hz, ArH), 8.03 (1 H, t, J = 6.2 Hz, NHCO), 8.17 
(1 H, dd, J = 1.4 and 8.0 Hz, ArH), 8.45 (1 H, d, J = 1.4 Hz, ArH). 
 27 
 
13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 27.1, 38.2, 40.3 (CH3), 45.0, 45.8, 46.9, 51.5, 87.2, 
98.5, 106.3, 108.8, 123.3, 124.4, 128.0, 128.8, 134.4, 136.6, 152.2, 153.0, 155.1, 166.1 
(CO), 169.4 (CO). 
 
IR (KCl): 3274, 2930, 2816, 1754 (COO), 1635 (CONH), 1615, 1594, 1548, 1522, 
1464, 1443, 1430, 1367, 1348, 1327, 1304, 1254, 1228, 1120, 752 cm−1. 
 




図 12．TAMRA–cyclen合成 Scheme  
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図 13．TAMRA–ZnLの 1H NMRスペクトル 
 
 
図 14．TAMRA–ZnLの 13C NMRスペクトル 
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 TAMRA–ZnLの吸光度測定は，20 mM HEPES–NaOH（pH 7.4），0.10 M NaCl
バッファー溶液を用い，３回繰り返した。1 cm角セルにサンプル溶液（3.0 
mL）を入れ，テフロンコーティングされたマグネチックスターラー（長さ 3 





の 11点において吸光度を測定した。TAMRAの総濃度（[TAMRA–ZnL] + 
[TAMRA–Cys]）は 5.0 μMで一定とした（表２）。体積法でなく重量法を用い
て測定溶液を調製することにより，非常に正確な溶液の調整を行うことができ
る。今回は，ストック溶液として 50 μM TAMRA–ZnLと 50 µM TAMRA–Cys







表２．各 MF 溶液の調製。TAMRA 溶液を量りとったのちに TAMRA を含まな
いバッファーを加えて 3.0 gとした。  
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図 16．各MFにおける可視吸収スペクトル  
































 TAMRA–ZnLの蛍光測定は，20 mM HEPES–NaOH（pH 7.4），0.10 M NaCl
バッファー溶液を用い，すべて３回行った。1 cm角セルにサンプル溶液（3.0 
mL）を入れ，テフロンコーティングされたマグネチックスターラー（長さ 3 
mm）で攪拌した。温度は 25.0 ± 0.1℃で一定にセットした。スリット幅は 2.5 
nm，励起波長は 521 nmとし，500～700 nmの範囲の蛍光を測定した。その結
果を図 17に示す。TAMRA–ZnLの量子収率は，ローダミン B（5 µM）を標準
物質として，20 mM HEPES–NaOH (pH 7.4) 20 µLを含むエタノール溶液（4.0 
mL）の蛍光スペクトル（λex = 542 nm）を基準として決定した。542 nmでの励




















































ック条件で分析した（図 18）。溶離液は〔20 mM aqueous H3PO4, 0.10 M sodium 
perchlorate / acetonitrile (20 : 1)〕とした。移動相の流速は 1.0 mL/minとし，カラ
ム温度は 40°Cに設定した。サンプル注入量は 20 µLとし，検出は 215 nmの波
長で行った。保持時間は，SH型は 2.6分，SS型は 3.1分であった。 
 
 
図 18．L-Glutathioneの HPLCクロマトグラム 
 






6 h：還元型 L-グルタチオン残存率 = 99% 
 
 













6 h：還元型 L-グルタチオン残存率 = 96% 
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24 h：還元型 L-グルタチオン残存率 = 73% 
 
 






析した（図 19）。溶離液は〔A: 0.10% (v/v) TFA, 10% (v/v) acetonitrile‒H2O / B: 
0.10% (v/v) TFA, 70% (v/v) acetonitrile–H2O, from 1 : 0 to 0 : 1 over 40 min〕とし
た。保持時間は，SH型は 16.7分，SS型は 18.1分であった。 
 
 
図 19．ECPの HPLCクロマトグラム 
 






6 h：還元型 ECP残存率 = 96% 
 
 



















24 h：還元型 ECP残存率 = 42% 
 
 












Czc = [1:1 Complex] < 2.5 × 10–6〔M〕 











f = 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1.0 
[uncomplexed TAMRA–ZnL] = f·Ct – Czc 








 (f·Ct – Czc)(Ct – f·Ct – Czc)
 
 
Czc/K = (f·Ct – Czc)(Ct – f·Ct – Czc) = f·Ct2 – f2·Ct2 – Ct·Czc + Czc2 
 
Czc2 – (Ct + 1/K)Czc + fCt2 – f2·Ct2 = 0 
 
Czc = 

































CTS = 2.5 × 10–6 – CTT (M) 
CHL ≈ CHL’ >> 2.5 × 10–6 (M) 
CTZ = 
CTT
CTS × 106.7 	(M) 
CLZ = 2.5 × 10–6 – CTT – CTZ (M)   
CTT (M): Evaluated from the absorbance at 552 nm 
= [1:1 complex] experimental data with 1:1 mixture 
TAMRA–Cys: 2.5 µM 




	= 106.7 M–1 
 CTS (M) 
= [uncomplexed TAMRA–Cys] 
CTZ (M) 
= [uncomplexed TAMRA–ZnL] 
     CHL’ (M) 
= [uncomplexed ligand] CLZ (M) 
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（CH3CH2OH + NAD(P)+ ⇆ CH3CH=O + NADH + H+）を触媒する酵素である。
多くは肝臓に存在し，その他胃，腸，腎臓，網膜，脳にも存在している。 
 アルデヒド脱水素酵素，アルデヒドデヒドロゲナーゼ（ALDH）は補酵素
NAD+または NADP+を利用してアルデヒドをカルボン酸へ酸化（CH3CH=O + 














































位尿細管の CAを阻害することで， H2O + CO2 → HCO3– + H+ のような
HCO3–と H+の生成を抑制する。それにより Na+-H+交換系が抑制され，Na+の再
吸収が減少して利尿作用を示す。その他，てんかん，特発性頭蓋内圧亢進症，




































図 23．Dolutegravir の HIV インテグラーゼ阻害機構。 





















































































































図 29．TCEP と DTT の還元反応機構。 
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